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 著者は、つくばヒト組織バイオバンクセンターにて凍結保存されていた IMA 切除標本 2 例から
Mem-PER Plus Membrane Protein Extraction Kit を用いて細胞膜蛋白を抽出し、ウエスタンブロットで分画
を確認している。抽出した細胞膜蛋白 50μg とアジュバント TiterMax Gold 200 μl を混合、界面活性剤を
除去し免疫原とし、8 週齢 BALB/c マウスの両側踵に合計 50 μg の初回免疫を、10 日後に追加免疫を行
っている。3 日後にマウスを安楽死後膝窩リンパ節を摘出、リンパ球を回収してマウスミエローマ細胞
SP2/0 と混合し、ポリエチレングリコールを用いて細胞融合し、HAT 選択培地で増殖してきたハイブリ
ドーマコロニーを回収して 96 ウェルプレートにて培養している。著者は、免疫組織化学による 1 次ス
クリーニングとして、肺腺癌(IMA、微小乳頭型腺癌、腺房型、充実型、肺胞置換型、乳頭型)および非

















 著者は、肺 IMA の細胞膜タンパクを認識するマウス単クローン抗体のハイブリドーマを計 207 個を
作成している。免疫組織化学一次スクリーニングで腫瘍細胞の細胞膜に陽性を示した 18 個のうち、腫
瘍で陽性率が高く、気管支腺等の非腫瘍性組織には陰性のクローンは 13 クローンであることを示して
いる。著者はさらに二次スクリーニングで 5 クローン(E01, E04, J04, J10, L03)を選別している。J04 は諸
臓器の粘液性腺癌で 100%陽性、非粘液性腺癌では陽性率が低かく、E01 は非粘液性腺癌で陽性率が高
かった。次に著者は、ウエスタンブロットで 5 クローンとも類似したパターンを呈し、約 200kDa の部
分にバンドが検出されることを示している。さらに、免疫沈降サンプルのウエスタンブロットは、J04
精製抗体では 200kDa および 100-120kDa のバンドが検出され、E01 精製抗体では 200kDa, 100-120kDa, 
80kDa のバンドが検出されることを示している。J04 の 200kDa のバンドを切り出し、LC-MS/MS 解析を
2 回したところ、1 回目は 80 個の、2 回目は 51 個の蛋白がそれぞれ同定されている。そのうち、ユニー
クペプチドが 2以上でネガティブコントロールで同定されなかった蛋白はそれぞれ 8個、2個であった。
著者は、それらの中からケラチンとミオシンを除き、残ったフィラミン A と Nuclear receptor corepressor 
1(NCOR1)を候補細胞膜蛋白としている。 
 次に著者は肺腺癌細胞株 A549, PC9, Calu-3の細胞溶解物を用いて 2つの抗フィラミン A抗体による
ウエスタンブロットを行い、それぞれ 220 kDa より高分子量、200kDa、90-100kDa の 3 本のバンドを検
出している。さらに抗フィラミン A抗体で免疫沈降したサンプルを用いて J04精製抗体を 1次抗体とし
たウエスタンブロットを行い、200 kDa付近にバントを検出している。免疫組織化学では肺線癌に対す
る抗フィラミンA抗体の陽性率83.3%、J04精製抗体の陽性率38.6%、IMAに対する陽性率はそれぞれ50.0%




 著者は、J04 精製抗体の認識する抗原としてフィラミン A を候補に上げている。抗フィラミン A抗体
を用いた免疫沈降サンプルに対し、J04 精製抗体を用いたウエスタンブロットでは 200 kDa のバンドが
得られている。今後は J04精製抗体を用いた免疫沈降サンプルに対し抗フィラミン A抗体を用いたウエ
スタンブロットを行い、同じ分子量(200 kDa)のバンドが得られるかどうかを確認する必要があると考
察している。肺腺癌の TMAを用いた免疫染色では抗フィラミン A抗体の方が J04精製抗体よりも陽性率









令和 2 年 1 月 10 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求
め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
